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論采内容の要旨
【目　的】
肝ミトコンドリアの酸化的リン酸化の活性調節に還元型ピリジンヌクレオチド（NADH）濃度が
大きく寄与していることが、KoretskyとBalabanによって指摘されている。ところで、移植肝、と
りわけ異系間での移植肝（アログラフト）における肝ミトコンドリアの酸化的リン酸化の調節につ
いては精査されていない。そこで、アログラフトにおける酸化的リン酸化の調節を明らかにするた
めに、ラット同所性肝移植モデルを用いて、肝ミトコンドリアのNADHレベルと酸素消費との関係
について実験を行った。また、急性拒絶反応の指標として、NO盲、NO盲の血祭中波度を測定した。
NO盲、NO言は、in vitroでミトコンドリアの呼吸を抑制するとの報告がある一酸化窒素（NO）の最
終代謝産物である。
【方　法】
雄のACIラットをドナー、雄のLewiSラットをレシピェントとして、エーテル麻酔下に、鎌田と
Calneの方法に準じて同所性肝移植を行った。
ラットは次の3群に分けた。
第1群：無処置のACIラットをコントロールとした（n＝5）。
第2群：同所性肝移植24時間後のレシピエント（n＝5）。
第3群：同所性肝移植5日後のレシピェント（n＝5）。
それぞれの群から、小澤らの方法により、肝ミトコンドリア浮遊液を調製し、Statelからstate
5における、肝ミトコンドリアのNADHを蛍光法（Ex340nm，Em440nm）にて、酸素消費を酸
素電極法にて、同時測定した。呼吸基質として、PyruVate，pyruVate＋malate，hexanoyl carnitine，
glutamate，glutamate＋malateの5種類を用いた。
血奨中の（NO盲＋NO盲）濃度は、Miskoらの方法に従って定量した。
【結　果】
ChanceとWilliamsによると、State　2においてNADHは完全に酸化されている。一方、嫌気状態で
あるstate　5において、ピリジンヌクレオチドはほぼ完全に還元状態にある。従って、State　3にお
ける還元レベルは、State　2における蛍光強度を0、State　5における蛍光強度を100としたときの
state　3における蛍光強度の割合（％）で求めた。
state　3におけるNADHレベルは、3群間で有意差は認められなかった。
呼吸比については、第1群と第2群の間で有意差は認められなかったが、第3群の呼吸比は、他
の2群に比較して、著明な低下を示した。
第2群のstate　3における酸素消費速度は、第1群に比較して、基質によっては、著明に元進し
ているか、または、元進傾向にあった。第3群のstate　3における酸素消費速度は、第1群に比較
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して、基質によっては、著明に低下しているか、または、低下傾向にあった。
ADP／0比については、第1群と第2群の間で有意差は認められなかった。第3群では、第1群
または第2群と比較して、基質によっては、有意差が認められないか、または低下していた。
state3におけるNAI）Hレベルと酸素消費速度との関係では、両者の間に以下に示すような相関
関係が認められた（Y：Stateにおける酸素消費速度、Ⅹ：State3におけるNADHレベル）0
第1群：Y＝1．42Ⅹ－19ユ
第2群：Y＝1．84Ⅹ－18・0
第3群：Y＝0．71Ⅹ－4・17
血盟（NO盲＋NO盲）潰度は、第3群が他の2群に比較して、著明に高値を示した。
【考　察】
ACIラットをドナー、Lewisラットをレシピェントとする組合せは、急性拒絶反応のモデルであ
り、平均生存期間は11日である。このモデルにおいて移植後1日では急性拒絶反応の組織学的所見
は見出されないが、5日後では既に急性拒絶反応の組織学的所見が認められると報告されている。
電子伝達系とATP合成のカップリングは、対照と移植24時間後の肝臓では違いがないと評価され
たtlしかし、急性拒絶反応下の肝臓ではそのカップリングが増悪していることが明らかとなった。
3群ともにstate3におけるピリジンヌクレオチドの還元レベルと酸素消費速度との間に相関関
係が認められた。すなわち、移植肝においても、酸化的リン酸化の最大速度はNADH此度に依存し
ていた。
対照碑こ比較して、移植24時間後ではNADHレベルの明らかな変化は認められず、酸素消型速度
か先進していた。一方、急性拒絶反応下ではNADHレベルの明らかな変化は認められず、酸素消費
速度が低下していた。このことは、肝移植24時間後ではミトコンドリア電子伝達系の活性が克進し
ており、急性拒絶反応下ではその活性が抑えられていたということを示している。
ミトコンドリア電子伝達系を抑制する園子としては、活性酸素、NO、TNF、脂溶性胆汁酸等が
報舎されている。肝移植後の拒絶反応では、これらの因子のうちいずれかが関与しているものと考
えられ、本研究においてNOの産生の増加が認められた。
【結，諭】
肝移植24時間後では、ミトコンドリア電子伝達系の活性は克進されていた。急性拒絶反応が起こっ
ている5日目では、ミトコンドリア電子伝達系の活性は抑制されていた。NOがそのミトコンドリ
ア抑制の原因のひとつである可能性が示唆された。
論文審査の結果の要旨
本研究は、異系肝での移植肝における酸化的リン酸化の調節機構を解明するため、ラット同所性
肝捌直モデルを用いて、肝ミトコンドリアのNADHの濃度と酸素消費との関係について、生化学的
に椅討したものである。・その結果、急性拒絶反応下の移植肝において、1）電子伝達系とATP合成
のカップリング（酸化的リン酸化反応）は低下していること、のNADHレベルに変化はないが電
子伝達系は抑制されていること、3）この抑制の原因の一つとして、一酸化窒素（NO）の産生の
増加による呼吸鎖の阻害が考えられることを明らかにした。これらの成果は、移植肝におけるエネ
ルギー代謝の調節機構の解明に寄与するところが多く、また肝移植治療のための基礎的データを与
えるものである。
したがって、本論文は博士（医学）の学位論文として価値のあるものと認める。
なお、本芋位授与申請者は、平成10年11月20日実施の論文内容とそれに関連した試問を受け、合
橘と認められたものである。
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